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Pri razvoju ateroskleroze in srčno-žilnih bolezni ima pomembno vlogo sistem renin-
angiotenzin (RAS). Angiotenzin II (Ang II), glavni mediator tega sistema, je visoko 
izražen v žilni steni. Ang II v arterijski steni sodeluje pri okvari endotelijske funkcije in 
razvoju aterosklerotičnega plaka. Za preventivo in zdravljenje srčno-žilnih bolezni se 
uporabljajo statini in inhibitorji RAS, ki imajo poleg primarnih učinkov na znižanje 
holesterola in krvnega tlaka, tudi protivnetne in antioksidativne pleiotropne učinke, ki 
vodijo v izboljšanje žilne funkcije.  
Namen naloge je bil razviti celični model za proučevanje subterapevtskih učinkov 
fluvastatina in valsartana na celični RAS v primarnih človeških endotelijskih celicah 
koronarnih arterij (HCAEC). Celice smo po aplikaciji zdravilnih učinkovin tretirali s 
serumskim amiloidom A (SAA) in določili vpliv SAA in zdravilnih učinkovin na izražanje 
izbranih genov sistema RAS.  
Ugotovili smo, da v nasprotju s pričakovanji in literaturnimi viri v HCAEC celični RAS ne 
obstaja, saj ni izražanja prekurzorja angiotenzinogena (AGT) ter encimov, ki sodelujejo pri 
njegovi pretvorbi v aktivne mediatorje RAS. Rezultati so pokazali, da SAA ne vpliva na 
izražanje komponent RAS. Izjema je encim angiotenzin konvertaza (ACE), katerega 
izražanje SAA celo zniža. V HCAEC se izraža gen za angiotenzinski II receptor tipa 1 
(AGTR1), kar bi lahko bilo pomembno, če se Ang II iz krvi po receptorski endocitozi ne 
razgradi popolnoma in sproščen intracelularno deluje na znotrajcelične receptorje AGTR1 
ter tako povzroča učinke RAS intracelularno. SAA deluje proaterogeno, saj poveča 
izražanje gena za žilno-celično adhezijsko molekulo 1 (VCAM-1), provnetni citokin 
interlevkin 6 (IL-6), kemokin interlevkin 8 (IL-8) in encim matriks metaloproteinazo 1 
(MMP1). Nasprotno pa fluvastatin deluje zaščitno na endotelijske celice, saj poveča 
izražanje gena za encim endotelijsko sintazo dušikovega oksida (NOS3) ter zmanjša 
izražanje VCAM-1, IL-6 in IL-8. Ugotovili smo, da ima valsartan manjši vpliv na izražanje 
izbranih genov kot fluvastatin. Ker so rezultati za fluvastatin ter kombinacijo učinkovin 
podobni in so učinki valsartana na izražanje izbranih genov majhni, lahko sklepamo, da so 
ti učinki posledica delovanja fluvastatina. Glede na dobljene rezultate kombinacija 
učinkovin ne izkazuje sinergističnega delovanja. Našteti učinki SAA, fluvastatina in 
valsartana na HCAEC najverjetneje niso posredovani preko celičnega RAS, temveč so 
posledica aktivacije drugih signalnih poti.  
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The renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in the development of 
atherosclerosis and cardiovascular diseases. Angiotensin II (AngII), the main mediator of 
this system, is highly expressed in the vascular wall. In the artery wall, Ang II promotes 
endothelial dysfunction and the development of an atherosclerotic plaque. For the 
prevention and treatment of cardiovascular diseases, statins and RAS inhibitors are used, 
which besides the primary effect on cholesterol and blood pressure reduction, also have 
antiinflammatory and antioxidant pleiotropic effects that lead to improvement in vascular 
function.  
The aim of this study was to develop a cell model for the study of subtherapeutic effects of 
fluvastatin and valsartan on cellular RAS in primary human coronary artery endothelial 
cells (HCAEC). After the administration of active pharmaceutical ingredients, the cells 
were treated with serum amyloid A (SAA) and the effect of SAA and active 
pharmaceutical ingredients on the expression of selected genes of the RAS were 
determined. 
We found that, contratry to expectations and literary sources, cellular RAS does not exist 
in HCAEC since there is no expression of precursor angiotensinogen (AGT) and enzymes 
that are involved in its conversion into active mediators of RAS. The results showed that 
SAA does not affect the expression of RAS components. The exception is the angiotensin 
converting enzyme (ACE), expression of which was even reduced by SAA. HCAEC 
express angiotenisn II type 1 receptor (AGTR1), which may be important if Ang II is not 
fully degraded after the receptor endocytosis and released intrucellularly where it binds to 
intracellular AGTR1 receptors. SAA acts proaterogenic as it increases the expression of 
the vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), cytokine interleukin 6 (IL-6), chemokine 
interleukin 8 (IL-8) and matrix metalloproteinase 1 (MMP1). On the other hand, fluvastatin 
has protective effects on endothelial cells, as it increases the expression of the enzyme 
endothelial nitric oxide synthase (NOS3) and reduces the expression of VCAM-1, IL-6 and 
IL-8. Furthermore our results also show that valsartan has a lower impact on the expression 
of selected genes than fuvastatin. Since the results for fluvastatin and combination of drugs 
are similar and the effects of valsartan on the expression of selected genes are small, we 
can conclude that these effects are result of the action of fluvastatin. Based on the results 
obtained, the combination of active substances does not show synergistic effects. The listed 
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effects of SAA, fluvastatin and valsartan on HCAEC are most likely not mediated by 
cellular RAS, but are the result of the activation of other signaling pathways.  





ACE  angiotenzin konvertaza 
AGT  angiotenzinogen 
AGTR1  angiotenzinski II receptor tipa 1 
AGTR2  angiotenzinski II receptor tipa 2 
Ang II  angiotenzin II 
cDNA  komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
HCAEC  človeške endotelijske celice koronarne arterije 
iAng II  znotrajcelični angiotenzin II 
IFNγ  interferon gama 
IL-6  interlevkin 6 
IL-8  interlevkin 8 
LDL  lipoprotein nizke gostote 
MMP  matriks metaloproteinaza 
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina 
NF-κB  jedrni faktor kapa B 
NOS3  endotelijska sintaza dušikovega oksida 
NOX  NADPH oksidaza 
oLDL  oksidiran lipoprotein nizke gostote 
RAS  sistem renin-angiotenzin 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti 
qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
SAA  serumski amiloid A 







Ateroskleroza je kronična vnetna bolezen, za katero je značilno kopičenje lipidov in 
sestavin vezivnega tkiva v intimi velikih in srednje velikih arterij elastičnega in mišičnega 
tipa. Njen razvoj se večinoma začne že v otroštvu z nalaganjem maščob v obliki lis, se s 
starostjo razvija in se lahko klinično izrazi s kroničnimi ali akutnimi sindromi. 
Ateroskleroza vodi v nastanek srčno-žilnih bolezni, ki predstavljajo že desetletja 




Endotelij ima pomembno vlogo pri uravnavanju tonusa žil, proliferacije gladko mišičnih 
celic, adhezije in migracije vnetnih celic ter hemostaze. Tonus žil uravnava z izločanjem 
različnih vazodilatornih in vazokonstriktornih snovi, med katerimi sta najpomembnejša 
dušikov oksid (NO) in endotelin. Aterosklerotični proces se začne s kopičenjem 
lipoproteinov nizke gostote (LDL) v intimi in aktivacijo endotelija (2). Zaradi povečane 
prepustnosti endotelija se v zunajceličnem prostoru intime kopičijo LDL, kjer so podvrženi 
oksidativni spremembi. Oksidirani LDL (oLDL) povzročijo aktivacijo endotelijskih celic. 
Aktivirane endotelijske celice spodbujajo prilepljanje in vstopanje levkocitov v intimo s 
povečano sintezo adhezijskih molekul ter izločanjem številnih kemokinov. Po vstopu v 
intimo se monociti pod vplivom makrofagne kolonije stimulirajočega dejavnika (M-CSF) 
diferencirajo v makrofage (2). Na makrofagih se poveča izražanje odstranjevalnih 
receptorjev, ki vežejo oLDL. To povzroči kopičenje in razgradnjo oLDL v citosolu 
makrofagov in nastanek tako imenovanih penastih celic (2,3).  
Zgodnjo fazo razvoja aterosklerotične lehe spremlja poleg kopičenja maščob tudi vnetni 
odgovor celic na oLDL. Makrofagi spodbujajo razvoj vnetja z izločanjem citokinov. 
Aktivirani makrofagi izločajo rastne dejavnike, kot so PDGF in FGF, ki spodbujajo 
migracijo in proliferacijo gladko mišičnih celic, kar ima za posledico povečano sintezo 
zunajceličnega matriksa v intimi, rast in nastanek kompleksnejše aterosklerotične lehe- 
vezivne lehe (1).  
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V intimo pod vplivom kemotaktičnih citokinov vstopajo tudi limfociti T. Antigen 
predstavitvene celice (APC) predstavijo antigen (oLDL) limfocitom T. Aktivirane T celice 
posredujejo različne odgovore. Prevladuje nastanek celic pomagalk Th1, ki izločajo 
citokine, kot je interferon gama (IFNγ), ki spodbujajo nadaljnje vnetje, zavirajo 
proliferacijo gladko mišičnih celic, povzročajo destabilizacijo in pretrganje plaka. K 
destabilizaciji aterosklerotične lehe prispevajo tudi matriks metaloproteinaze (MMP) iz 
aktiviranih makrofagov, ki razgrajujejo zunajcelični matriks. Po drugi strani regulatorne 
celice T delujejo protivnetno in ateroprotektivno z izločanjem interlevkina 10 (IL-10) in 
tkivnega rastnega dejavnika β (TGF-β) (2).  
Lipidno sredico aterosklerotične lehe obdaja fibrozni pokrov, ki ga tvorijo gladko mišične 
celice. Zaradi delovanja IFNγ, ki zavira sintezo kolagena in spodbuja apoptozo gladko 
mišičnih celic, ter MMP, ki razgrajujejo zunajcelični matriks, pride do tanjšanja fibroznega 
pokrova in posledične nestabilnosti lehe. Na mestu razpoka fibroznega pokrova ali 
površinske erozije endotelija pride do stika med faktorji strjevanja krvi s tkivnim faktorjem 
na penastih celicah in nastanka tromboze. Akutna zapora arterije zaradi tromboze se kaže 
kot miokardni infarkt ali možganska kap (1,2).  
 
1.2 SISTEMSKI RAS 
 
Sistem renin-angiotenzin (RAS) je hormonski sistem, ki vzdržuje ravnovesje elektrolitov, 
telesnih tekočin in arterijskega tlaka z vazokonstrikcijo in izločanjem aldosterona. 
Jukstaglomerulne celice sintetizirajo prekurzor prorenin, ki se cepi v aktiven proteolitičen 
encim renin. Renin v krvi cepi v jetrih sintetiziran angiotenzinogen (AGT) v neaktiven 
peptid angiotenzin I (Ang I). Encim angiotenzin konvertaza (ACE), ki ga najdemo na 
površini endotelijskih celic v pljučih, pretvori Ang I v biološko aktiven peptid angiotenzin 
II (Ang II). Ang II posreduje svoje učinke z vezavo na angiotenzinski receptor tipa 1 
(AGTR1) na membrani gladko mišičnih celic žil. Zadnji hormon v RAS kaskadi je 
steroidni hormon aldosteron, ki nastaja v skorji nadledvične žleze (4).  
Aktivacija RAS lahko povzroči številne škodljive učinke na srčno-žilni sistem. RAS 
neposredno ali posredno prispeva k razvoju ateroskleroze. Ang II aktivira znotrajcelične 
signalne poti, ki spodbujajo aterogenezo na vseh stopnjah njenega razvoja. Vezava Ang II 
na AGTR1 sproži od kalcija odvisno vazokonstrikcijo, kar vodi v povečanje krvnega tlaka. 
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K rasti ateroma prispeva tako, da poveča migracijo gladko mišičnih celic v intimo, njihovo 
proliferacijo in hipertorfijo ter zveča tvorbo zunajceličnega matriksa. Ang II povzroča 
oksidativne poškodbe v žilnem sistemu z aktivacijo NADPH oksidaze (NOX) in tvorbo 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Kisikovi radikali oksidirajo celične biomolekule (lipide, 
lipoproteine in nukleinske kisline) ter reagirajo z NO, kar vodi v poškodbo endotelija in 
endotelijsko disfunkcijo. ROS nato aktivirajo znotrajcelične signalne poti, kot so jedrni 
faktor NF-κB, MAPK in JAK/STAT poti, kar vodi v aktivacijo endotelijskih celic in 
proliferacijo. NF-κB poveča ekspresijo vnetnih citokinov (IL-6) in adhezijskih molekul 
(VCAM-1, ICAM-1) ter kemokinov, kot je monocitni kemotaktični protein 1 (MCP-1), ki 
še dodatno privabljajo vnetne celice v rastočo aterosklerotično leho. Ang II poveča tvorbo 
MMP, ki razgrajujejo matriks in spodbujajo pretrganje plaka. Ang II inhibira fibrinolizo in 
spodbuja trombozo s povečano tvorbo inhibitorja aktivatorja plazminogena 1 (PAI-1), 
tkivnega faktorja in agregacijo trombocitov (5,6). 
 
1.3 TKIVNI RAS 
 
Poleg delovanja v obliki endokrinega sistema deluje RAS tudi na lokalni ravni. Za lokalni 
sistem je značilna prisotnost komponent RAS, lokalna sinteza Ang II in vezava na 
specifične receptorje v tkivu. Delovanje in uravnavanje lokalnega RAS poteka neodvisno 
od sistemskega, medtem ko določene komponente endokrinega sistema prestopajo v tkiva 
in tam služijo kot substrati za sintezo Ang II. Lokalni RAS najdemo v številnih tkivih, kjer 
ima tkivno specifične avtokrine in parakrine funkcije (7). V določenih stanjih lahko 
lokalno sintetizirani hormoni RAS tudi pomembno prispevajo k sistemskemu RAS. Na 
primer, pri debelosti je visceralno maščevje drugi najpomembnejši vir angiotenzinogena 
(poleg hepatocitov), ki prispeva k sistemski koncentraciji hormona do 30% (8).  
Obstoj tkivnega RAS je bil dokazan med drugim za srčno, ledvično, žilno, možgansko in 
maščobno tkivo (9). Tkivni RAS delimo glede na mesto sinteze Ang II na zunajcelični in 
znotrajcelični sistem. Zunajcelična sinteza Ang II poteka v intersticiju iz komponent RAS 
tvorjenih lokalno ali pridobljenih iz cirkulacije (Slika 1). Ang II posreduje 
avtokrine/parakrine učinke z vezavo na angiotenzinske receptorje tipa 1 (AGTR1) in tipa 2 
(AGTR2), ki so prisotni na membrani večine celic. Tkivne funkcije lokalnega RAS 
vključujejo celično rast in remodelacijo v srcu, uravnavanje krvnega tlaka ter stimulacijo 
vnosa vode in hrane (9–11).  
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1.4 CELIČNI RAS 
 
Z nedavnimi študijami so dokazali obstoj celotnega funkcionalno aktivnega RAS v celici 
(10). Celični RAS določa prisotnost komponent RAS, sinteza in učinki Ang II znotraj 
celice. Znotrajcelični Ang II (iAng II) so našli v citoplazmi, mitohondriju in jedru (7). 
iAng II deluje kot intrakrini hormon z vezavo na znotrajcelične receptorje. Določena 
patofiziološka stanja, na primer sladkorna bolezen, povečajo intracelularno tvorbo in 
translokacijo Ang II do jedra. Aktivacija celičnega RAS v srcu vodi v nastanek srčne 
hipertrofije in fibroze (7,9).  
 
1.4.1 Sinteza iAngII 
 
Sinteza iAng II je bila dokazana v različnih tipih celic npr. kardiomiocitih, fibroblastih, 
mezanglijskih celicah in gladko mišičnih celicah žil v določenih patofizioloških stanjih (7). 
Tvorba iAng II v kardiomiocitih poteka v sekretornih veziklih ali v citoplazmi (Slika 1). 
Prva pot vključuje sintezo komponent RAS v zrnatem endoplazemskem retikulumu in 
njihovo združitev v sekretornih veziklih, kjer poteče tvorba Ang II. Ang II se nato izloči iz 
celice (avtokrino/parakrino delovanje) ali pa deluje znotrajcelično (intrakrino delovanje). 
Druga pot sinteze iAng II poteka v citoplazmi in vključuje alternativne encime, katepsin D 
in himazo. V prvi reakciji sinteze lahko katalizirata pretvorbo AGT renin ali katepsin D, v 
drugi pa pretvarjata Ang I v Ang II ACE ali himaza (Slika 1). Po kateri poti bo potekalo 
nastajanje Ang II, je odvisno od tipa celice in dražljaja. Stimulacija celic z β agonistom 
izoprenalinom povzroči sintezo Ang II po sekretorni poti in izločanje Ang II iz celice. V 
nasprotnem primeru pa stanje hiperglikemije povzroči znotrajcelično tvorbo prek 
alternativnih mehanizmov in translokacijo Ang II do jedra (10,11).  
K znotrajcelični koncentraciji iAng II prispeva poleg znotrajcelične sinteze tudi prevzem 
Ang II v celico. Po vezavi Ang II na AGTR1 na površini celice pride do internalizacije 
Ang II/AGTR1 kompleksa v endosome in nato v lizosome, kjer pride do razgradnje 
kompleksa in vrnitve receptorja na celično membrano. Del Ang II/AGTR1 kompleksa se 
izogne razgradnji v lizosomih in prenese na jedro ali druge organele, kjer posreduje 




Slika 1: Sintezne poti Ang II v tkivih (prirejeno po (11)) 
 
1.4.2 Komponente celičnega RAS 
Prvotno so bili mnenja, da sistem RAS tvori samo en biološko aktiven peptid Ang II. 
Nedavni napredek na področju raziskav RAS vključuje odkritje novih bioaktivnih 
peptidov, dodatnih receptorjev in alternativnih poti sinteze Ang II (10). Celični RAS 
tvorijo prekurzor AGT, renin, ACE, himaza in številni receptorji. AGT se sintetizira 
lokalno in se nato izloči v zunajcelični prostor odvisno od stopnje glikozilacije. Astrociti v 
možganih proizvajajo neglikozilirano obliko AGT, ki se ne izloča iz celic (10). Tako kot 
pri AGT tudi pri reninu obstaja več stopenj glikozilacije. Celice sintetizirajo znotrajcelično 
izoformo renina, ki se ne izloča ali pa ga prevzamejo iz sistemskega obtoka. Kardiomiociti 
internalizirajo neglikozilirano obliko prorenina, ki se v celici aktivira in povzroči dvig 
znotrajcelične koncentracije Ang I in II (10). V jedru mezanglijskih celic, kardiomiocitih, 
fibroblastih, gladko mišičnih celic žil in endotelijskih celicah so našli znotrajcelično obliko 
ACE, ki katalizira pretvorbo Ang I v Ang II (7). Poleg ACE lahko v določenih patoloških 
stanjih katalizira tvorbo Ang II v celici tudi himaza (Slika 2).  
Aktivacija klasične ACE/AngII/AGTR1 poti, do katere pride v določenih bolezenskih 
stanjih, povzroča vazokonstrikcijo, vnetje, oksidativni stres, fibrozo, celično rast, migracijo 
in zadrževanje tekočin. Znotrajcelična vezavna mesta za Ang II so našli na jedru, 
kromatinu in mitohondrijh (7). V jedru najdemo tri vrste angiotenzinskih receptorjev, 
AGTR1, AGTR2 in Mas receptorje (13). iAng II se veže na jedrni AGTR1 in uravnava 
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znotrajcelično koncentracijo kalcija, tvorbo ROS, celično rast, proliferacijo in izražanje 
genov. Jedrni AGTR1 so sklopljeni s PI3K in PKC signalno potjo. Aktivacija te poti vodi v 
nastanek ROS preko NAPDH oksidaze. V kardiomiocitih iAng II zmanjša prevodnost 
presledkovnih stikov, volumen celic ter poveča znotrajcelično koncentracijo kalcija in 
ekspresijo NF-κB (7). Ang II se veže tudi na AGTR2, kar ima za posledico vazodilatacijo 
in antihipertrofične učinke. Aktivacija jedrnih in mitohondrijskih AGTR2 stimulira tvorbo 
NO in služi kot protiutež Ang II/AGTR1 poti. Mitohondrijski AGTR2 uravnavajo tudi 
celično dihanje (7). 
 
 





RAS sestavljajo poleg Ang II še drugi angiotenzinski peptidi z raznoliko biološko 
aktivnostjo posredovano z vezavo na različne podtipe receptorjev. ACE2/Ang (1-7)/ Mas R 
os navadno nasprotuje učinkom ACE/Ang II/AGTR1 osi. Angiotenzin (1-7) (Ang (1-7)), je 
heptapeptid, ki lahko nastane iz Ang I po delovanju endopeptidaz ali z razgradnjo Ang II. 
To reakcijo katalizira angiotenzin konvertaza 2 (ACE2) (Slika 2). Ang (1-7) z vezavo na 
Mas receptor zavira vnetje, fibrogenezo, celično rast ter spodbuja tvorbo NO z aktivacijo 
endotelijske sintaze dušikovega oksida (NOS3) (14).  
Večina signalnih poti in učinkov iAng II je podobna učinkom Ang II po vezavi na celično 
membrano, z nekaterimi izjemami. iAng II ne posreduje svojih učinkov na celično 
proliferacijo in znotrajcelično koncentracijo Ca
2+
 samo prek AGTR1 in AGTR2, temveč 
tudi z vezavo na druge znotrajcelične proteine (nevrolizin) (7). iAng II se lahko 
neposredno veže tudi na nukleoproteine na kromatinu. Znotrajcelične učinke imata poleg 
Ang II tudi renin in prorenin, ki se vežeta na proreninske receptorje in aktivirata 
znotrajcelične signalne poti MAPK in Wnt, neodvisno od Ang II (7). iAng II uravnava 
izražanje AGT, renina in AGTR1 po principu pozitivne povratne zanke (9). Tako vzdržuje 
prisotnost receptorjev na celični membrani, kar omogoča dolgoročne kronične učinke 
zunajceličnemu Ang II. V nasprotnem primeru bi ti učinki hitro izzveneli zaradi 




1.5 PREPREČEVANJE IN ZDRAVLJENJE 
ATEROSKLEROZE 
 
Trenutne strategije zdravljenja ateroskleroze so usmerjene v upočasnitev njenega razvoja z 
obvladovanjem spremenljivih nevarnostnih dejavnikov (dislipidemija, arterijska 
hipertenzija, sladkorna bolezen, kajenje, idr.). Starost, spol in družinska zgodovina srčno-
žilnih bolezni predstavljajo nespremenljive nevarnostne dejavnike za razvoj 
aterosklerotičnih sprememb ožilja, na katere ne moremo vplivati. Dejavniki tveganja s 
posrednim delovanjem na arterijsko steno povzročajo postopno okvaro endotelijske 
funkcije in zmanjšujejo zaščitno vlogo endotelija.  
 
1.5.1 Sartani 
K razvoju aterosklerotičnih sprememb pomembno prispeva tudi RAS ter glavni mediator 
tega sistema, Ang II, katerega izražanje v žilni steni se s starostjo povečuje (15). Med 
snovi, ki delujejo na RAS uvrščamo zaviralce renina, zaviralce ACE ter antagoniste 
angiotenzinskih receptorjev (sartane). Uporabljajo se pri zdravljenju arterijske hipertenzije 
in z njo povezanih zapletov. Skupine zdravil, ki inhibirajo RAS izboljšajo delovanje 
endotelija in delujejo preventivno pred nastankom srčno-žilnih bolezni (16). 
 
1.5.1.1 Valsartan 
Valsartan je nepeptidni kompetitivni antagonist receptorjev za angiotenzin II. Uvrščamo ga 
v skupino antihipertenzivnih zdravil imenovanih sartani. Antagonisti AGTR1 so analogi 
nativnega liganda Ang II, saj oponašajo zadnje štiri aminokislinske ostanke Ang II (Ile-
His-Pro-Phe). Uporabljajo se za zdravljenje arterijske hipertenzije in srčnega popuščanja. 
Valsartan znižuje krvni tlak z antagonističnim delovanjem na RAS sistem. Z Ang II 
tekmuje za vezavna mesta na AGTR1 in tako prepreči njegovo delovanje. Posledično 
lahko Ang II deluje na nezasedene AGTR2 (17).  
Valsartan ima poleg osnovnih učinkov na znižanje krvnega tlaka še dodatne ugodne učinke 
na srčno-žilni sistem. Valsartan poveča tvorbo in sproščanje NO v endotelijskih celicah 






Poleg inhibitorjev RAS se za preprečevanje srčno-žilnih bolezni uporabljajo tudi statini, ki 
imajo prav tako dokazano ugodne učinke na srčno-žilni sistem.  
 
1.5.2.1 Fluvastatin 
Fluvastatin spada v skupino zdravil imenovanih statini, ki se uporabljajo za zniževanje 
holesterola v krvi in za preprečevanje zapletov srčno-žilnih bolezni. Statini so kompetitivni 
zaviralci HMG-CoA reduktaze, encima, ki katalizira ključno stopnjo sinteze holesterola v 
jetrih, pretvorbo HMG-CoA v mevalonat. Z zaviranjem sinteze holesterola se v jetrnih 
celicah zmanjša koncentracija holesterola, poveča se izražanje LDL receptorjev in prevzem 
LDL v hepatocite. Končni rezultat je zmanjšanje plazemske koncentracije celokupnega in 
LDL holesterola (19). 
Poleg osnovnih učinkov na znižanje holesterola, imajo statini tudi zaščitne, pleiotropne 
učinke na srčno-žilni sistem. Ti učinki naj bi bili posledica zaviranja sinteze izoprenoidov 
in prenilacije majhnih G proteinov - GTPaz (Ras, Rho, Rac...) (20). Statini tako delujejo 
antioksidativno, protivnetno, izboljšajo endotelijsko funkcijo ter povečajo stabilnost 
aterosklerotičnih plakov. Antioksidativne lastnosti statinov so povezane z zaviranjem 
NADPH oksidaze in posledično zmanjšano tvorbo ROS. Statini delujejo protivnetno preko 
inhibicije NF-κB poti. Na ta način zmanjšajo sintezo proaterogenih citokinov in 
adhezijskih molekul, ki povečujejo infiltracijo monocitov, tvorbo penastih celic ter 
proliferacijo gladko-mišičnih celic. Statini izboljšajo endotelijsko funkcijo s povečanjem 
ekspresije in aktivnosti NOS3 (20).  
 
Obe farmakoterapevtski skupini izkazujeta podobne srčno-žilne zaščitne učinke, in sicer 
vplivata na izboljšanje endotelijske funkcije in vazodilatacije, delujeta antioksidativno, 
protivnetno, antitrombotično ter povečujeta stabilnost plakov. Ti učinki, imenovani tudi 
pleiotropni učinki, se v terapevtskih odmerkih pojavijo skupaj s primarnimi učinki 
(znižanje holesterola in krvnega tlaka).  
 
Čeprav se je znižanje lipidov s statini in krvnega tlaka s sartani izkazalo kot koristno v 
preprečevanju ateroskleroze, so ugodni učinki statinov in sartanov na biologijo 
aterosklerotične lehe spremenili težišče v smer razvoja novih pristopov v preventivi srčno-
žilnih bolezni. Nove strategije preprečevanja srčno-žilnih bolezni so usmerjene na zaščito 
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arterijske stene ter izboljšanje njenih funkcionalnih in strukturnih lastnosti (21). Zgodnje 
funkcionalno-morfološke spremembe žilne stene, ki so prisotne pri navidezno zdravih 
moških srednjih let, so reverzibilne in jih lahko izboljšamo oz. odpravimo s kratkotrajnim 
zdravljenjem (30 dni) z nizkimi odmerki fluvastatina (10 mg), valsartana (20 mg) ali njune 
kombinacije (10 mg/ 20 mg) (16,22,23). Ugoden učinek omenjenih učinkovin na srčno-
žilni sistem je prisoten še več mesecev po končani terapiji. Lunder in sodelavci so pokazali 
tudi, da nizki odmerki statinov (fluvastatin) in sartanov (valsartan), predvsem pa njuna 
kombinacija, izražajo zaščitne pleiotropne učinke na arterijsko steno, v odsotnosti 
primarnih učinkov (16,22,23). 
Vedno več je dokazov, da imajo statini in sartani v kombinaciji sinergistične učinke na 
srčno-žilni sistem (24). Tudi Lunder in sodelavci so pokazali večji učinek kombinacije 
fluvastatina in valsartana v primerjavi z monoterapijo v nizkih odmerkih (21). Primerjali so 
tudi vplive terapevtske in subterapevtske kombinacije na lastnosti arterijske stene. 
Subterapevtska kombinacija fluvastatina in valsartana je učinkovitejša v zagotavljanju 
ugodnih učinkov na ožilje v primerjavi s kombinacijo v terapevtskih odmerkih (21). 
Kombinacija fluvastatina in vlasartana v nizkih odmerkih zmanjša vnetje in oksidativni 
stres v žilni steni (25). Mehanizmi, ki so v ozadju učinkov kratkotrajnega zdravljenja z 
nizkimi odmerki fluvastatina, valsartana ali kombinacije učinkovin na izboljšanje lastnosti 
arterijske stene, še niso v celoti raziskani in so med drugim najverjetneje posledica 
zaviranja vnetja in oksidativnega stresa neposredno in specifično v celicah arterijske stene. 
 
1.6 CELIČNI MODEL Z ANG II 
 
Za preučevanje učinkov Ang II se uporabljajo različne vrste endotelijskih celic in 
koncentracije Ang II. Ide in sodelavci so pokazali, da stimulacija endotelijskih celic 
popkovnične vene (HUVEC) z Ang II (1 µmol/L) poveča ekspresijo komponent lokalnega 
RAS, t.j. renina, AGT in ACE (26). Za preučevanje celičnega RAS tak model ni 
najprimernejši, saj ni mogoče razlikovati med učinki zunajceličnega, v medij dodanega 
Ang II in membranskim AGTR1 ter celičnim Ang II in celičnim AGTR1. Po vezavi Ang II 
na AGTR1 receptor pride namreč do internalizacije kompleksa Ang II/AGTR1. Del Ang II 




1.7 CELIČNI MODEL S SAA 
 
Serumski amiloid A (SAA) je protein akutne faze vnetja, katerega sinteza poteka večinoma 
v jetrih. Povečano izražanje SAA so odkrili tudi v celicah, ki sodelujejo pri razvoju 
ateroskleroze (gladko-mišične celice žil, penaste celice in endotelijske celice). SAA vpliva 
na ključne procese v patogenezi ateroskleroze, med drugim povzroča endotelijsko 
disfunkcijo, spodbuja trombozo, kemotakso monocitov in adhezijo na žilni endotelij (27). 
Različni fenotipi endotelijskih celic posredujejo različne odgovore na spremembe in 
dražljaje iz okolja. Človeške endotelijske celice koronarne arterije (HCAEC) imajo 
dokazano večjo odzivnost na SAA kot endotelijske celice pridobljene iz popkovnične vene 
(HUVEC), kar se kaže v večji ekspresiji pro-vnetnih in adhezivnih molekul pri nižji 
koncentraciji SAA (28). Koronarne arterije so tako bolj dovzetne za vnetje in aterogenezo 
ter razvoj srčno-žilnih bolezni.  
 
SAA v klinično pomembnih koncentracijah povzroča endotelijsko disfunkcijo v HCAEC 
in prašičjih koronarnih arterijah, tako da zmanjša izražanje NOS3, poveča tvorbo ROS in 
aktivira NF-κB (29). K aterosklerozi prispeva s spodbujanjem tvorbe vnetnih citokinov, 
kemokinov in adhezijskih molekul. Lakota in sodelavci so pokazali, da SAA inducira 
tvorbo IL-6, IL-8 in VCAM-1 v HCAEC (30). Te ugotovitve predpostavljajo proaterogeno 
vlogo SAA v aktivaciji endotelijskih celic ter posledičnem razvoju ateroskleroze in srčno-
žilnih bolezni. HCAEC stimulirane s SAA oponašajo in vivo aktiviran endotelij in 
predstavljajo optimalen celični model za oceno učinkovitosti zdravil v okolju s povišano 







Serumski amiolid A (SAA) ni samo biomarker vnetnega stanja, temveč ima tudi 
proaterogeno vlogo v žilnem endoteliju, saj inducira endotelijsko disfunkcijo ter vnetje z 
aktivacijo vnetnih in adhezijskih molekul. Tako vpliva na ključne dogodke v razvoju 
ateroskleroze in akutnih srčno-žilnih bolezni. Humane endotelijske celice koronarne 
arterije (HCAEC) tretirane z visoko koncentracijo SAA predstavljajo celični model, ki 
oponaša in vivo aktiviran endotelij (31). Nizki odmerki statinov in antagonistov receptorjev 
angiotenzina II posredujejo ugodne srčno-žilne pleiotropne učinke, ne da bi vplivali na 
raven holesterola in krvni tlak. Kombinacija fluvastatina in valsartana v nizkih odmerkih se 
je izkazala za učinkovito pri izboljšanju lastnosti arterijske stene (23). 
 
Namen naloge je razviti celični model za proučevanje subterapevtskih učinkov fluvastatina 
in valsartana na celični sistem RAS v primarnih endotelijskih celicah. S poskusom bomo 
preverili, ali v endotelijskih celicah obstaja celični RAS, in če obstaja, ali SAA vpliva nanj. 
Poleg tega bomo določili tudi vpliv terapevtskih koncentracij fluvastatina in valsartana na 
celični RAS in na nekatere njegove učinke. Z merjenjem izražanja izbranih genov sistema 
RAS bomo preučili vpliv SAA na receptorje, sintezo mediatorjev celičnega RAS ter 
aktivacijo znotrajceličnih signalnih poti. 
 
Naši hipotezi sta:  
I. V človeških endotelijskih celicah koronark obstaja celični RAS. 
II. SAA in zdravilni učinkovini spremenijo izražanje genov celičnega RAS. 
 
Da bi hipotezi preverili bomo celice po aplikaciji zdravilnih učinkovin tretirali s SAA. Iz 
celic bomo nato izolirali RNA, jo pretvorili v stabilnejšo komplementarno cDNA ter s 
pomočjo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR) in Livakove 
metode določili vpliv SAA in zdravilnih učinkovin na izražanje izbranih genov. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Analizni kompleti 
 komplet za izolacijo RNA (RNeasy® Plus Universal Mini Kit), Qiagen, Hilden, 
Nemčija 
 pufer za spiranje I (RWT Buffer) 
 pufer za spiranje II (RPE Buffer) 
 voda brez RNAz 
 raztopina za odstranitev gDNA (gDNA Eliminator Solution) 
 kolona za RNA (RNeasy Mini spin column) 
 zbiralne epruvetke (Collection Tubes): 1,5 mL, 2 mL 
 reagent za lizo celic (RNA Qiazol lysis reagent) 
 
 komplet za določanje koncentracije RNA (Agilent RNA 6000 Nano Kit), Agilent 
Technologies, Waldbronn, Nemčija 
 gelski matriks (RNA gel matrix) 
 barvilo RNA (RNA dye concetrate) 
 čip (RNA Nano Chip) 
 marker (RNA marker) 
 
 komplet za reverzno transkripcijo (Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit), Thermo Fisher Scientific, Vilinius, Litva 
 pufer za reverzno transkripcijo (10X RT Buffer) 
 mešanica deoksiribonukleotidtrifosfatov (25X dNTP Mix, 100 mM) 
 začetni oligonukleotidi (10X RT Random Primers) 
 reverzna transkriptaza (MultiScribe™ Reverse Transcriptase) 
 inhibitor ribonukleaz (RNase inhibitor) 




 komplet za verižno reakcijo s polimerazo (5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix 
Plus (no ROX)), Solis BioDyne, Tartu, Estonija 
 DNA polimerazo 5x HOTFIREPol® (5x HOTFIREPol® DNA Polymerase) 
 pufer (5x Probe qPCR buffer) 
 magnezijev klorid (MgCl2, 15 mM) 
 deoksiribonukleotidtrifosfat (dNTPs) 
 ne vsebuje barvila ROX (No ROX dye) 
 
 komplet za verižno reakcijo s polimerazo (5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR 
Supermix), Solis BioDyne, Tartu, Estonija 
 DNA polimerazo 5x HOT FIREPol® (5x HOT FIREPol® DNA Polymerase) 
 pufer za optimizacijo (Optimized buffer) 
  magnezijev klorid (MgCl2, 12,5 mM) 
 deoksiribonukleotidtrifosfat (dNTPs) 
 barvilo EvaGreen® (EvaGreen® dye) 
 interna referenca, ki temelji na barvilu ROX (internal refrence based on ROX 
dye) 
 ojačevalec baznega para gvanozin-citozin (GC- enhancer) 
 modro vizualizacijsko barvilo (Blue visualisation dye) 
 





Preglednica I: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih začetnikov. Ta- temperatura 
prileganja oligonukleotidnih začetnikov. 





GAPDH 5'- TGT AGT TGA GGT CAA TGA AGG A 
-3' 
5'- ACA TCG CTC AGA CAC CAT G -3' 
58,3 60 
ACE 5'- CCG AAATAC GTG GAA CTC ATC 
AA-3' 
5'- CAC GAG TCC CCT GCA TCT ACA-3' 
58,7 60 
IL6 5'- CCC TGA GAA AGG AGA CAT GTA 
AC-3' 
5'-CCT CTT TGC TGC TTT CAC ACA TG 
-3' 
59 60 
CXCL8 5'-ACA CAG AGC TGC AGA AAT CAG -
3' 
5'-TTT CAG AGA CAG CAG AGC A-3' 
59,3 60 
VCAM1 5'-GGG AAG GTG ACG AAT GAG GGG 
ACC-3' 
5'-TGA CTG TGA TCG GCT TCC CAG 
CC-3' 
72 72 
MMP1 5'-GCC TTC CAA CTC TGG AGT AAT G-
3' 
5'-GAA TGG GAG AGT CCA AGA GAA 
TG-3' 
57,6 60 
MMP2 5'- GAG CTC CTG AAT GCC CTT GA-3' 
5'- GCA CCC ATT TAC ACC TAC ACC 
AA-3' 
61,3 60 
TIMP1 5'-GGG CTT CAC CAA GAC CTA CA-3' 
5'- TGC AGG GGA TGG ATA AAC AG-3' 
59,7 60 
TIMP2 5'-GAA GAG CCT GAA CCA CAG GT-3' 
5'-CGG GGA GGA GAT GTA GCA C-3' 
62,4 60 
AGTR1 5'- GGA AAC AGC TTG GTG GTG AT-3' 
5'- GCA GCC AAA TGA TGA TGC AG -3' 
59,8 60 
AGTR2 5'- CTG CTG TTG TTC TGG CCT TCA T-
3' 
5'-ACT CTC TCT TTT CCC TTG GAG 
CC-3' 
62,1 60 
AGT 5'-AAC TGG TGG TGC TGC AAG GAT 
CT-3' 
5'-TCT CTC TCA TCC GCT TCA AG-3' 
59,0 60 
REN 5'-GTG TCT GTG GGG TCA TCC ACC 
TTG-3' 








 qPCR Supermix smo uporabili 
oligonukleotidne začetnike predstavljene v preglednici I. Ostale oligonukleotidne 





 Probe qPCR Mix Plus (no ROX), smo naročili pri Thermo Fisher 
Scientific. 
 
3.1.2 Aparature in drobni laboratorijski material 
 Agilent 2100 bioanalyzer; Agilent Technologies; Palo Alto; CA; ZDA 
 aparatura za PCR v realnem času Light Cycler® 480 II, Roche Applied Science, 
Indianapolis, ZDA 
 celični inkubator Heraeus cytoperm 2: Heraus Holding GmbH, Hanau, Nemčija 
 centrifuga 5430 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 centrifuga Centric 322A, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
 centrifugirke (15 mL in 50 mL), TPP, Trasadingen, Švica 
 ciklični termostat peqSTAR 96 Universal thermal cycler, Peqlab biotechnologie 
GmbH, Erlanegen, Nemčija 
 folija za zaščito FrameStar® 480/384 adhesive seal; 4titude®, Wotton, Velika 
Britanija 
 hemocitometer Neubauer, Brand®, Wertheim, Nemčija 
 invertni mikroskop Eclipse TE300, Nikon, Tokyo, Japonska 
 komora z UV lučko; Biosan, Latvija 
 mikroskop Olympus CX21; Olympus optical, Tokyo, Japonska 
 384-jamične PCR plošče FrameStar® 480/384, 4titude®, Wotton, Velika Britanija 
 posode T-flask za gojenje celičnih kultur, TPP, Trasadingen, Švica 
 spektrofotometer Nanodrop; Thermo Scientific, DE, ZDA 
 Thermo Scientific™ Mr.Frosty™ zamrzovalna posoda; Thermo Fisher, ZDA 
 vodna kopel, Water Bath thermostat WB-4MS, Biosan, Riga, Latvija 
 
3.1.3 Kemikalije in reagenti 
 absolutni etanol za analizo EMSURE®, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 DMSO, Gibco, Waltham, MA, ZDA 
 etanol 70 %, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 kloroform za analizo EMSURE®, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 Lescol XL, 80 mg, Novartis Pharma GmbH, Nürnberg, Nemčija 
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 natrijev fluvastatinat, C24H25FNNaO4, M = 433,5 g/mol, Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Nemčija 
 PBS, Gibco, Waltham,MA, ZDA 
 Valsartan, C24H29N5O3, M = 435,5 g/mol, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
 
3.1.4 Biološki material 
 človeške endotelijske celice koronarne arterije (human coronary artery endothelial cells 
(HCAEC)), Lonza, Walkersville, Maryland, ZDA 
 FBS, Lonza, Walkersville, Maryland, ZDA 
 gojišče za HCAEC, Lonza, Walkersville, Maryland, ZDA: 
- osnovno gojišče EBM-2 
- rekombinantni humani epidermalni rastni dejavnik 
- hidrokortizon 
- gentamicinijev sulfat in amfotericin B 
- rekombinantni humani fibroblastni dejavnik 
- rekombinantni humani žilni endotelijski rastni dejavnik 
- dolgi R3 rekombinantni inzulinu podobni rastni dejavnik 
- askorbinska kislina 








3.2.1 Delo s celicami 
 
Delo s celicami je potekalo v aseptični komori z laminarnim pretokom zraka. Površine 
komore in pripomočke smo pred uporabo očistili s 70 odstotnim etanolom in obsevali z 
UV svetlobo 30 min. Pri delu smo uporabljali zaščitne rokavice, ki smo jih pred vnosom v 
komoro razkužili s 70 odstotnim etanolom. 
 
3.2.1.1 Gojenje celic 
Celice smo gojili v posodah T25 flask (sterilne plastenke s površino 25 cm
2
) in jih 
inkubirali v inkubatorju pri 37 °C, 100 odstotni relativni vlažnosti ter 5 odstotni atmosferi 
CO2. Za gojenje celic smo uporabili gojitveni medij za HCAEC s 5% FBS, ki smo ga 
menjali na 3 dni. Gojitveni medij za HCAEC s 5 % FBS smo pripravili tako, da smo dodali 
25 mL FBS k 500 mL medija. S sterilno pipeto smo odpipetirali izrabljen gojitveni medij 
ter ga zavrgli. Z novo 5 mL serološko pipeto za enkratno uporabo smo dodali 5 mL 
svežega medija, ki smo ga predhodno segreli na 37 °C. Menjavo medija smo izvedli v 
aseptični komori. Rast celic smo spremljali pod invertnim mikroskopom (Eclipse TE 3000, 
Nikon). 
 
3.2.1.2 Tripsinizacija in nasaditev celic 
Celice smo tripsinizirali po približno sedmih dneh gojenja. Iz posode za gojenje celic smo 
najprej odstranili izrabljen medij ter v posodo dodali PBS, premešali in ga takoj odstranili. 
S tem smo sprali celice in odstranili proteine (FBS), ki bi lahko nevtralizirali tripsin. V 
posodo smo nato dodali tripsin, inkubirali 2-3 min pri 37 °C in pogledali pod 
mikroskopom, ali so se celice odlepile od podlage. Odlepljenim celicam smo dodali 5 mL 
gojitvenega medija za HCAEC s 5% FBS, ki nevtralizira tripsin, in jih prenesli v 15 mL 
centrifugirko. Centrifugirko s suspenzijo celic smo centrifugirali 10 min na 380 x g pri 19 
°C. Supernatant smo odstranili, peletu celic pa dodali 1 mL medija in s tokom pipete 
homogeno premešali. Iz suspenzije celic smo odpipetirali 10 µL in jih nanesli na 
hemocitometer, s katerim smo prešteli celice. Izračunan volumen celic za nasaditev smo 
odpipetirali v novo posodo za gojitev celic, v katero smo predhodno dodali 5 mL medija, 
ter jo postavili v inkubator. 
19 
 
3.2.1.3 Odmrzovanje in zamrznitev celic 
Pred zamrzovanjem smo morali celice odlepiti od podlage po zgoraj opisanem postopku 
(do štetja celic) ter jih še enkrat centrifugirati. K peletu celic smo dodali 100 µL dimetil 
sulfoksida (DMSO) in 900 µL FBS ter vse skupaj prenesli v kriovialo. DMSO je 
krioprotektant, ki med zamrzovanjem ščiti celice pred poškodbami. Kriovialo smo označili 
z imenom celične linije, številko pasaže, številom celic in datumom ter jo prenesli v 
hladilno posodo Mr.Frosty in shranili na -80 °C za 1 dan. Zamrznjene celice smo nato 
shranili pri temperaturi -180 °C v posodi s tekočim dušikom.  
 
Pri odmrzovanju celic je hitrost ključnega pomena zaradi citotoksičnosti DMSO. Kriovialo 
s celicami smo prenesli iz zamrzovalnika na vodno kopel, ogreto na 37 °C za približno 45 
sek in nato počakali, da se odtali do konca pri sobni temperaturi. Odtaljeno suspenzijo celic 
smo prenesli k 10 mL medija v 15 mL centrifugirki in dobro premešali. Suspenzijo celic 
smo nato centrifugirali 10 min pri 380 x g in 19 °C. Supernatant, ki je vseboval DMSO, 
smo zavrgli, k peletu celic pa dodali 1 mL medija in premešali. Suspenzijo celic smo 
prenesli k 1 mL medija v mikrotitrski ploščici za gojenje celic in jo inkubirali.  
 
3.2.1.4 Izvedba eksperimenta s celicami 
Eksperiment s celicami smo izvedli po predhodnem opisu in ga v nadaljevanju na kratko 
povzemamo (31). 
Celice pete ali šeste pasaže smo nasadili v šestprekatne plošče. Gostota nasaditve celic je 
bila 5000 celic/cm
2
. V vsako vdolbinico smo odpipetirali 2 mL gojitvenega medija brez 
FBS. Medij smo zamenjali vsak drugi dan. Poskus smo izvedli, ko so celice dosegle 80 % 
prekrivnost. Dve uri pred poskusom smo celicam zamenjali medij. V vsako vdolbinico smo 
dodali 1 mL medija brez FBS, s katerim smo s površin celic sprali proteine in ustavili 
njihovo deljenje. Po dveh urah smo odsesali izrabljen medij in ponovno dodali 1 
mL/vdolbinico svežega medija brez FBS. V ustrezne vdolbinice smo dodali fluvastatin, 
valsartan ali njuno kombinacijo v končni koncentraciji 10 µM. Za kontrolo učinkov 
fluvastatina smo na celice aplicirali tudi v DMSO raztopljene tablete Lescol XL 
(fluvastatin, 80 mg). Čez 45 min smo dodali serumski amiloid A (SAA) v končni 
koncentraciji 1 µg/mL (12 µL/vdolbinico). Po 24 h smo odstranili supernatant in celice 
lizirali z reagentom za izolacijo celic RNA Qiazol lysis reagent. V vsako vdolbinico smo 
nanesli 350 µL reagenta.  
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3.2.2 Analiza izražanja genov 
3.2.2.1 Izolacija RNA 
Za izolacijo RNA iz celic smo uporabili komplet RNeasy
®
 Plus Universal Mini Kit, ki 
vsebuje kolono z membrano, na katero se veže RNA.  
 
Vzorce smo najprej odtalili in jih prenesli v 2 mL epice. Za razgradnjo DNA smo 
celičnemu lizatu dodali gDNA Eliminator Solution. Z odstranitvijo DNA smo tako 
zmanjšali možnost kontaminacije vodne faze ter napake v rezultatih pri nadaljnjih 
meritvah. Po dodatku kloroforma in centrifugiranju na ohlajeni centrifugi (4 °C) 15 min na 
12000 x g, se je vzorec ločil na tri plasti. Zgornjo, vodno fazo, ki je vsebovala RNA, smo 
prenesli k enakemu volumnu 70 % etanola v novi 1,5 mL epici, ki je oboril RNA, in dobro 
premešali s pipetiranjem. Vzorec smo prenesli na kolono RNeasy Mini spin column, jo 
postavili v zbiralno tubico (colletion tube) ter centrifugirali 15 sek na 8000 x g pri sobni 
temperaturi. Tekočino iz spodnje zbiralne tubice smo zavrgli in na kolono nanesli 700 µL 
pufra RWT (buffer RWT) za spiranje membrane. Kolono smo ponovno centrifugirali 15 
sek na 8000 x g in zavrgli tekočino. Na kolono smo nanesli 500 µL pufra RPE (buffer 
RPE) in centrifugirali 15 sek na 8000 x g. Tekočino smo zavrgli in na kolono še enkrat 
nanesli 500 µL RPE pufra ter nato centrifugirali 2 min na 8000 x g. Kolono smo prenesli v 
novo 2 mL zbiralno tubico in centrifugirali 1 min na maksimalni hitrosti (16100 x g), da se 
je odstranil ves etanol. Kolono smo prenesli v novo 1,5 mL epico, zbiralno tubico pa smo 
zavrgli. Na sredino kolone smo nanesli 22 µL vode brez RNaz in centrifugirali 1 min na 
8000 x g, da se je sprala RNA s kolone. Del vzorca (3 µL) smo uporabili za določanje 
koncentracije RNA, ostalo (19 µL) pa shranili na -80 °C za nadaljnjo pretvorbo izolirane 
RNA v cDNA. 
 
3.2.2.2 Merjenje koncentracije in preverjanje kvalitete izolirane RNA 
Koncentracijo izolirane RNA smo določili s spektrofotometrom NanoDrop™, z merjenjem 
absorbance pri 260 nm, kjer ima RNA absorpcijski maksimum. Na merilno površino smo 
nanesli 1,5 µL vzorca. Čistost izolirane RNA smo ocenili z merjenjem razmerja absorbanc 
pri 260 in 280 nm (A260/A280) ter razmerja absorbanc pri 260 in 230 nm (A260/A230). Z 
razmerjem A260/A280 ocenimo kontaminacijo vzorca s proteini. Sprejemljive vrednosti 
razmerja so med 1,7 in 2,0. Nižje vrednosti kažejo na prisotnost proteinov v vzorcu. 
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Razmerje A260/A230 nam služi za oceno drugih nečistot v vzorcu, kot so reagenti 
uporabljeni pri izolaciji, ki absorbirajo pri 230 nm. Sprejemljive vrednosti razmerja so 
večje ali enake 1,5 (32).  
 
Za oceno kvalitete izolirane RNA smo vzorcem določali parameter integritete RNA, RIN 
(RNA integrity number). RIN nam pove, kako cela je RNA. Izražamo ga v vrednostih od 
1-10, kjer 1 pomeni povsem razgrajeno RNA in 10 intaktno RNA. Če so vrednosti RIN 
večje od 6, lahko RNA uporabimo za qPCR. RIN smo določili z napravo Agilent 
Bioanalyzer 2100 in s kompletom Agilent RNA 6000 Nano Kit, ki vsebuje RNA nanočip 
in reagente za analizo RNA. Čip vsebuje 12 luknjic za vzorce, 3 luknjice za nanos 
mešanice gela in barvila ter eno luknjico za nanos raztopine standarda. Jamice so med 
seboj povezane s steklenimi mikrokanali. Najprej smo po navodilih proizvajalca dodali 
barvilo h gelu, ter ju nanesli v za to označene luknjice. Vzorce RNA smo odtalili, 
denaturirali 2 min pri 70 °C, da so se razvile dvojne strukture RNA, in jih postavili na led. 
V luknjice za vzorec in standard na čipu smo najprej odpipetirali marker, nato pa vanje 
dodali še vzorce in raztopino standarda. V neuporabljene jamice smo odpipetirali vodo in 
postavili čip na stresalnik za 1 min. Po vložitvi čipa v napravo (Agilent Bioanalyzer 2100) 
se elektrode usedejo v jamice. RNA so molekule z nabojem, zato pod vplivom gradienta 
napetosti elektroforezno potujejo. Ker je razmerje med maso in nabojem konstantno, se 
fragmenti RNA ločijo na osnovi velikosti. Manjše molekule RNA potujejo hitreje kot 
večje. Detekcijo RNA omogoča fluorescenčno barvilo, ki se vgradi med bazne pare v 
RNA.  
 
3.2.2.3 Reverzna transkripcija 
Izolirano enoverižno RNA smo z reverzno transkripcijo pretvorili v bolj stabilno 
komplementarno DNA (cDNA). To reakcijo katalizira encim reverzna transkriptaza. 
Količina nastale cDNA je enaka začetni količini RNA, saj se le ta po sintezi 
komplementarne verige cDNA razgradi. Za sintezo cDNA smo uporabili komplet High-
Capacitiy cDNA Reverse Transcription Kit. Osnovna reakcijska zmes (master mix) je 
vsebovala reverzno transkriptazo, naključne oligonukleotidne začetnike, gradnike nove 
verige, zaviralec RNaz in pufer. Sestavine in količine posameznih reagentov za pripravo 
osnovne zmesi so prikazane v preglednici 2. K 10 µL osnovne zmesi smo dodali enak 
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volumen vzorca RNA. Vzorce smo dobro premešali, centrifugirali in vstavili v ciklični 
termostat peqSTAR ter zagnali program za reverzno transkripcijo (Preglednica 3). 
 
Preglednica II: Sestavine osnovne zmesi in njihova vloga pri reakciji reverzne 
transkripcije. 
Sestavina Vloga Volumen (µL); za 1 
vzorec 
10X RT Buffer Vzdržuje pH 2,0 
25X dNTP mix Gradniki nove verige 0,8 
10X RT Random Primers Začetni oligonukleotidi 2,0 
MultiScribe™ RT Encim za sintezo cDNA 1,0 
RNase Inhibitor Zavira delovanje RNaz 1,0 
Voda brez nukleaz Dopolni prostornino  3,2 
Vzorec RNA Vir RNA 10,0 
 












25 37 85 4 




Po izolaciji smo imeli 19 µL RNA s koncentracijami približno 90 ng/µL. V cDNA smo 
prepisali 10 µL RNA. Z dodatkom 10 µL osnovne zmesi smo RNA redčili 1:2. Tako smo 
po reakciji reverzne transkripcije dobili cDNA s koncentracijami okoli 45 ng/µL. Vzorce 
cDNA smo nato redčili z ultra čisto vodo (dH2O) na 20 ng/µL in jih shranili v 




3.2.2.4 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) je metoda, ki omogoča specifično 
pomnoževanje točno določenega odseka matrične molekule DNA in spremljanje nastajanja 
PCR produkta med samo reakcijo z uporabo posebnih fluorescenčnih barvil. Osnovna 
reakcijska zmes za qPCR vsebuje vzorec izolirane DNA, oligonuklotidne začetnike, za 
pomnožitev želenega odseka, gradnike DNA, encim DNA polimerazo, za izgradnjo 
komplementarne verige, kofaktorje in pufer. Za detekcijo produkta se uporabljata 
nespecifični način detekcije s fluorescenčnim barvilom in specifični način detekcije z 
uporabo fluorescenčno označene sonde.  
Za izvedbo qPCR reakcije smo uporabili oba načina detekcije. Za merjenje izražanja 
ACE2, CMA1, NOS3, NOX1 in NOX4 smo uporabili specifično označene sonde in komplet 
5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (no ROX), za IL-6, CXCL8 (IL-8), ACE, MMP1, 
MMP2, TIMP1, TIMP2, VCAM-1, AGTR1, AGTR2, AGT in REN pa nespecifičen način 
detekcije z EvaGreen
®
 barvilom in kompletom 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR 
Supermix.  
Sestavine reagenčnih zmesi za oba kompleta so predstavljene v preglednicah 4 in 5. Za 
hišni gen smo uporabili GAPDH. 
 
Preglednica IV: Sestava reakcijske zmesi s TaqMan sondami. 
Sestavine Volumen (µL za 1 
vzorec)  
5x HOT FIREPol Probe 
qPCR Mix Plus 
4 
Primer  Forward 1 
Primer Reverse 
Probe 







Preglednica V: Sestava reakcijske zmesi z EvaGreen® barvilom. 
Sestavine Volumen (µL za 1 
vzorec)  




Primer Forward 0,4 
Primer Reverse 0,4 




Pred pričetkom dela smo površine DNA komore očistili s 70 % etanolom in 3 % raztopino 
hipoklorita ter obsevali z UV svetlobo 30 min. Pred vnosom v komoro smo razkužili tudi 
vse pripomočke in material, ki smo jih potrebovali za delo. 
 
Del vzorcev smo odtalili na ledu, premešali, centrifugirali in jih redčili z dH20 na 2 ng/µL. 
Za pripravo osnovne reakcijske zmesi smo uporabili komercialno dostopno mešanico, 
kateri smo dodali oligonukleotidne začetnike in vodo, pri 5x HOT FIREPol Probe qPCR 
Mix Plus (no ROX) pa specifično označene sonde in vodo. Uporabili smo mikrotitrsko 
ploščico s 384 luknjicami. V vsako vdolbinico smo nanesli 15 µL osnovne reakcijske 
zmesi in 5 µL vzorca. Pripravili smo tudi standardne raztopine znanih koncentracij za 
standardno krivuljo. Najprej smo v skupno epico odpipetirali potrebno količino vsakega 
vzorca, da smo pripravili zbir (pool) vzorcev. Zbir smo najprej redčili na koncentracijo 2 
ng/µL. Nato smo pripravili 5 koncentracijskih standardov s serijskim redčenjem na 
polovico, kot je prikazano v preglednici 6. Volumen standardov, ki smo jih nanesli v 




Preglednica VI: Primer redčitve standardov za qPCR, ki smo jih pripravili iz zbira 
(ST) vzorcev s koncentracijo 2 ng/µl. 
Standard Faktor  Koncentracija 
(ng/µl) 
Redčitev  
Standard 1 1:2 1 225 µL ST + 225 µL 
H20 
Standard 2 1:4 0,5 225 µL ST1 + 225 µL 
H20 
Standard 3 1:8 0,25 225 µL ST2 + 225 µL 
H20 
Standard 4 1:16 0,125 225 µL ST3 + 225 µL 
H20 
Standard 5 1:32 0,0625 225 µL ST4 + 225 µL 
H20 
 
Kot negativno kontrolo, s katero smo preverili morebitno kontaminacijo reagentov, smo 
nanesli ultra čisto vodo, ki smo jo reakcijski mešanici dodali namesto vzorca. Standarde, 
vzorce in vodo smo na ploščico nanesli v dvojniku ali trojniku. Pripravljeno mikrotitrsko 
ploščico smo prelepili s prozorno samolepljivo folijo ter centrifugirali 3 min na 1900 
obratov/min. S centrifugiranjem smo zagotovili, da se je reakcijska zmes dobro premešala. 
Ploščo smo vstavili v aparat Light Cycler 480 II. Temperaturna programa, ki smo ju pri 
reakcijah uporabili, sta prikazana v preglednicah 7 in 8. Reakcija qPCR poteka ciklično. 
Cikel navadno tvorijo tri stopnje: denaturacija DNA, prileganje oligonukleotidnih 
začetnikov in sinteza komplementarne verige s termostabilno DNA polimerazo. DNA 
polimerazo je potrebno pred začetkom reakcije aktivirati z dvigom temperature na 95 °C za 
12 min.  
 
Preglednica VII: Temperaturni program za detekcijo s TaqMan sondo. 
 Temperatura (°C) Čas Cikli 
Začetna 
aktivacija 
95 12 min 1 
Denaturacija 95 20 sek 40 
Prileganje/ 
podaljševanje 





Preglednica VIII: Temperaturni program z Eva Green
®
 barvilom. 
 Temperatura (°C) Čas Cikli 
Začetna 
aktivacija 
95 12 min 1 
Denaturacija 95 15 sek 40 
Prileganje 60; 72(vCAM) 20 sek 
Podaljševanje 72 20 sek 
 
Po končanem programu smo izvedli analizo krivulje pomnoževanja in standardne krivulje 
s pomočjo programske opreme LightCycler
®
 480 II Software. Krivulja pomnoževanja je 
podana kot število ciklov v odvisnosti od fluorescence. Teoretično se po vsakem ciklu 
količina produkta podvoji. Cikel, v katerem fluorescenca produkta prevlada nad 
fluorescenco ozadja, imenujemo pražni cikel Ct. Vrednost Ct je odvisna od začetne 
količine DNA v vzorcu. Za detekcijo signala je pri večjih začetnih količinah DNA 
potrebno manjše število ciklov, zato je vrednost Ct majhna, in obratno (33). Ct smo 
določali v dvojniku ali trojniku. Tako nam je program podal Ct vrednosti za vsak 
posamezen replikat in tudi povprečno vrednost vseh replikatov. Meritev smo ponovili, 
kadar je bila razlika med Ct vrednostmi posameznih replikatov večja od 0,3. Slaba 
ponovljivost med posameznimi replikati je posledica napak v pipetiranju.  
Standardna krivulja je podana kot logaritem koncentracije tarčnega nukleotidnega 
zaporedja v odvisnosti od Ct. Program je iz naklona standardne krivulje za vsako reakcijo 
izračunal učinkovitost pomnoževanja. Uspešna reakcija je bila tista z vrednostjo 
učinkovitosti med 1,8 in 2,2. Kadar je učinkovitost enaka 2 (naklon -3,32) se produkti PCR 
reakcije po vsakem ciklu eksponentne faze podvojijo. Uspešnost redčitve standardov smo 
preverili s primerjanjem Ct vrednosti. Vrednost Ct za vsak naslednji standard se mora 
povečati za ena. 
 
Nivo izražanja genov smo določili z Livakovo metodo oz. metodo 2^(-∆∆Ct). Za vsak 
vzorec smo z uporabo qPCR določili vrednosti Ct za tarčne gene in referenčni GAPDH. S 
pomočjo programa Microsoft Excel smo izračunali povprečne vrednosti Ct. Povprečne 
vrednosti Ct tarčnih genov smo normalizirali na hišni GAPDH; katerega izražanje se v 
celicah ne spreminja. Za kalibrator smo vzeli netretirane celice (background, B). Izračunali 
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smo razliko Ct-jev tarčnega in hišnega gena za tretirane (enačba 1) in netretirane celice 
(enačba 2). V naslednjem koraku (enačba 3) smo dobljene ∆Ct vrednosti normalizirali 
glede na kalibrator. Rezultat (enačba 4), ki ga dobimo, nam pove porast ali znižanje 
izražanja tarčnih genov v tretiranih celicah glede na kalibratorske celice (33).  
 
Postopek: 
1)                                        
2)                                        
3)                   
4)                                    
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Pri razvoju funkcionalnih in morfoloških sprememb arterijske stene ter pri posledičnem 
razvoju ateroskleroze in srčno-žilnih bolezni ima pomembno vlogo RAS. Angiotenzin II, 
glavni mediator RAS, je v žilni steni visoko izražen. S staranjem arterij se lokalna sinteza 
Ang II še poveča, kar vodi v neravnovesje vazoaktivnih substanc in rastnih dejavnikov, kar 
povzroči endotelijsko disfunkcijo, poveča arterijsko togost ter tvorbo aterosklerotičnega 
plaka (16,34). Okvara od endotelijskega NO odvisne vazodilatacije, ki prispeva k 
endotelijski disfunkciji, naj bi bila posledica aktivacije lokalnega, znotraj-žilnega, in ne 
sistemskega RAS (15). Aktivacija lokalnega RAS v endotelijskih celicah lahko potencialno 
spodbuja aterosklerozo in žilno remodelacijo (26). 
Za preventivo in zdravljenje srčno-žilnih bolezni se uporabljajo statini in sartani, ki imajo 
dokazano koristne, t.i. pleiotropne učinke na arterijsko steno in srčno-žilni sistem. 
Sklepamo, da bi tarča delovanja nizkih odmerkov omenjenih farmakoterapevtskih skupin 
lahko bile endotelijske celice v arterijski steni, ki imajo glavno vlogo pri arterijski žilni 
funkciji in procesu ateroskleroze. Mehanizmi, na katerem temeljijo koristni učinki 
subterapevtske kombinacije fluvastatina in valsartana, še niso v celoti poznani in so 
najverjetneje posledica zaviranja vnetja, oksidativnega stresa in celičnega RAS. Za 
preučevanje mehanizmov delovanja, to je signalnih poti, kombinacije omenjenih 
učinkovin, je potrebno najprej razviti celični model, ki bo najbolje oponašal dogajanje in 
vivo. V ta namen smo v nalogi uporabili človeške endotelijske celice koronarnih arterij 
(HCAEC). HCAEC stimulirane s SAA predstavljajo celični model, ki oponaša in vivo 
aktiviran endotelij (31). Zanimalo nas je, če SAA v endotelijskih celicah aktivira tudi 
celični RAS. Najprej smo morali preveriti, če ta v endotelijskih celicah sploh obstaja. 
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4.1 MERJENJE IZRAŽANJA GENOV 
 
Da bi preverili obstoj celičnega RAS v HCAEC in določili vpliv stresorja SAA na njegovo 
aktivacijo, smo merili izražanje AGT, REN, ACE, ACE2 in CMA1. Ugotovili smo, da se 
nobena od komponent sistema RAS, razen ACE, ne izraža v HCAEC. 
Celični model s stresorjem SAA ni ustrezen, saj smo ugotovili, da SAA ne zveča sinteze 
mediatorjev RAS v HCAEC. Celice same in pod vplivom SAA ne sintetizirajo AGT in 
encimov, ki sodelujejo v njegovi pretvorbi do aktivnih mediatorjev RAS. Za celični model 
s stresorjem SAA smo se odločili, ker je bil sistem s SAA že postavljen. Poleg tega smo 
želeli sistem, s katerim bi lahko preučevali samo celični RAS. V študiji na drugi vrsti 
endotelijskih celic, HUVEC, so pokazali, da stimulacija celic z Ang II poveča izločanje 
kemokina IP-10 preko AGTR1. IP-10 je vključen v aktivacijo endotelijskega RAS, saj 
poveča izražanje REN, ACE in AGT v HUVEC (26). Tako bi lahko kot stresor uporabili 
tudi Ang II, vendar v tem primeru ne bi dobili nedvoumnih rezultatov. Pri stimulaciji z 
Ang II namreč ne bi vedeli, ali so učinki posredovani preko Ang II, ki smo ga dodali v 
medij in membranskim AGTR1, ali so posledica interakcije med celičnim Ang II in 
celičnim AGTR1. Po vezavi Ang II na AGTR1 naj bi prišlo do internalizacije kompleksa v 
celico, kjer poteče njegova razgradnja. Del Ang II se razgradnji izogne in lahko deluje na 
znotrajcelične AGTR1 (9).  
 
 
Slika 3: Izražanje ACE v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s SAA (1000 nM) 
in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice stimulirane 
s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
Pogledali smo, ali se v endotelijskih celicah izražajo komponente RAS in ugotovili, da se v 










































aktiven peptid Ang II. Je na membrano vezan encim, ki ga najdemo pretežno v endoteliju 
(35). Zanimivo je, da se po stimulaciji celic s SAA izražanje gena za ACE zmanjša in to 
kar za 60 %. Zdravilni učinkovini na izražanje ACE nista imeli bistvenega vpliva. V 
nestimuliranih celicah se je ekspresija gena zmanjšala le za 20 %, medtem ko v 




Slika 4: Izražanje AGTR1 in AGTR2 v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s 
SAA (1000 nM) in ob dodatku posameznih ter kombinacije zdravilnih učinkovin. B - 
nestimulirane celice, SAA - celice stimulirane s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F 
iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
Pogledali smo tudi izražanje receptorskih proteinov, na katere delujejo aktivni mediatorji 
RAS. Prisotnost AGTR1 bi bila lahko pomembna v primeru, če se del sistemskega Ang II 
izogne razgradnji po receptorski endocitozi in nato deluje znotrajcelično. Stimulacija celic 
s SAA je povečala izražanje gena za AGTR1 za 2 krat. Fluvastatin je imel na izražanje 
manjši vpliv kot valsartan, saj je znižal izražanje le za 20 % (Slika 4). V literaturi najdemo 
podatke, da naj bi statini vplivali na RAS, tako da zmanjšajo izražanje gena za AGTR1 in 
na ta način oslabijo biološko funkcijo Ang II (24). Da statini zmanjšajo izražanje gena za 
AGTR1, so pokazali tudi na žilnih gladko mišičnih celicah podgan (24).  
Pri valsartanu smo ugotovili, da ima različen vpliv na izražanje receptorja. V stimuliranih 
celicah je valsartan zmanjšal izražanje AGTR1 za 70%, medtem ko je v nestimuliranih 
celicah njegovo izražanje povečal za 40% (Slika 4).  
Izražanje gena za AGTR2 je bilo v HCAEC premajhno, da bi lahko zanesljivo študirali 






















































































































































































Za študij aktivnosti Ang II/AGTR1 poti smo merili izražanje dveh podenot NADPH 
oksidaze, NOX1 in NOX4. NADPH oksidaza je glavni vir reaktivnih kisikovih zvrsti tako 
v endotelijskih kot v gladko mišičnih celicah žil (20). Povečana ekspresija NADPH 
oksidaze, skupaj s posledično povečano tvorbo ROS v žilju, dokazano prispeva k začetku 
in razvoju ateroskleroze. Izražanje NOX1 je bilo v endotelijskih celicah HCAEC prešibko, 
zato nismo mogli zanesljivo določiti vpliva SAA in zdravilnih učinkovin (Slika 5).  
 
 
Slika 5: Izražanje genov za NOX1 in NOX4 v nestimuliranih celicah (B), ob 
stimulaciji s SAA (1000 nM) in ob dodatku posameznih ter kombinacije zdravilnih 
učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice stimulirane s SAA, F - fluvastatin, V 
- valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
SAA je v našem primeru zmanjšal izražanje NOX4 za 35% (Slika 5). Glede na podatke iz 
literature naj bi SAA povečal tvorbo ROS in oksidativni stres v prašičjih koronarnih 
arterijah in HCAEC (29). Povečana tvorba superoksidnega aniona O2
-
 v HCAEC naj bi 
bila v večji meri posredovana prek NADPH oksidaze (27). Nedavne študije so razkrile tudi 
drugačno, potencialno pozitivno vlogo izoforme NOX4 v žilni steni, ki naj bi spodbujala 
vazodilatacijo prek H2O2 (20). V tem primeru bi bil učinek SAA na zmanjšanje izražanja 
NOX4 celo škodljiv.  
V nestimuliranih celicah imata obe učinkovini podoben vpliv na izražanje NOX4. 
Fluvastatin zmanjša izražanje NOX4 za 20 %, valsartan pa za 25 % (Slika 5).  
Tako statinom kot sartanom je pripisano antioksidativno delovanje. Sartani delujejo 
antioksidativno tako, da preprečijo vezavo pro-oksidativnega Ang II na AGTR1 in 
posledično stimulacijo tvorbe ROS (36). Statini uravnavajo NADPH oksidazno aktivnost 
in na ta način zmanjšajo produkcijo ROS. Ta učinek je v večji meri posredovan preko 



















































































































































































NOX2, NOX4 in NOX5, medtem ko na gladkih mišičnih celicah najdemo NOX1, NOX4 
in NOX5 (20). Za aktivacijo NOX1 in 2 je potrebna Rac1 aktivacija in translokacija na 
membrano. Ang II, rastni hormoni in citokini lahko stimulirajo aktivnost NOX1. NOX4 je 




Slika 6: Izražanje NOS3 v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s SAA (1000 nM) 
in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice, stimulirane 
s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
Fluvastatin je povečal izražanje NOS3 v stimuliranih celicah za samo 25%. Bolj učinkovit 
je bil pri nestimuliranih celicah, kjer je povečal izražanje za 80% (Slika 6). Rezultati so v 
skladu s študijami, ki dokazujejo, da imajo statini zaščitne pleiotropne učinke, ki so 
posredovani preko povečanega izražanja in aktivacije NOS3, kar ima vpliv na izboljšanje 
endotelijske funkcije (20). Kombinacija učinkovin je v nestimuliranih celicah prav tako 
povečala izražanje NOS3, in sicer za 80 %. Valsartan na izražanje NOS3 ni imel vpliva, 
zato bi lahko ta učinek pripisali fluvastatinu (Slika 6). V študiji na izoliranih aortah podgan 
so pokazali, da kombinacija fluvastatina in valsartana poveča izražanje NOS3 v večji meri 
kot posamezni učinkovini (21). Ker je izražanje gena za AGTR2 prenizko in nimamo 
prekurzorjev za sintezo Ang II in Ang (1-7), je učinek kombinacije učinkovin najverjetneje 
posledica direktnega delovanja fluvastatina na izražanje genov in ne aktivacije AGTR2 z 
Ang II oziroma Mas receptorja z Ang (1-7). 
Antagonisti angiotenzinskih receptorjev delujejo tako, da preprečijo vezavo Ang II na 















































uporabnost NO. Poleg tega z blokado AGTR1 omogočijo vezavo Ang II na nezaseden 
AGTR2, kar ima za posledico povečano sintezo NO v endotelijskih celicah (37). V 
literaturi zasledimo, da naj bi imel valsartan učinke na NOS3 tudi preko aktivacije Akt 
signalne poti, ki vodi v fosforilacijo NOS3, zmanjšano interakcijo med AGTR1 in NOS3 
ter posledično povečano aktivacijo NOS3 in tvorbo NO v humanih aortnih endotelijskih 
celicah (HAEC) (18). 
 
Poleg učinkov na izboljšanje endotelijske funkcije in antioksidativnih učinkov imata 
omenjeni farmakoterapevtski skupini tudi protivnetne učinke. Za preučevanje vpliva SAA 
in zdravilnih učinkovin na ACE2/Ang (1-7)/Mas receptorsko pot smo merili izražanje gena 
za adhezijsko molekulo VCAM-1, vnetni citokin IL-6 in matriks metaloproteinazi MMP1 
in 2. Aktivacija te poti ima pomembno vlogo v vzdrževanju endotelijske funkcije, 
zmanjšanju vnetja in preprečevanju razvoja ateroskleroze. Vplivi SAA in zdravilnih 
učinkovin na izražanje VCAM-1, IL-6, MMP1 in MMP2 so najverjetneje posledica drugih 
signalnih poti in niso posredovani preko regulacije RAS, saj v HCAEC nismo dobili 
izražanja genov za prekurzorje Ang II ter ACE 2, ki pretvarja Ang II v Ang (1-7), le ta pa 
naj bi v nadaljevanju preko delovanja na Mas receptor zmanjšal ekspresijo genov za 
VCAM-1, IL-6 in MMP (38). Antagonisti angiotenzinskih receptorjev povečajo izražanje 
komponenet ACE2/Ang(1-7)/Mas poti ter tako zmanjšajo izražanje VCAM-1 in 
provnetnih citokinov TNF-, IL-6 in IFNγ v endotelijskih celicah (38). Poleg tega 
preprečijo delovanje Ang II, ki preko ROS in posledične aktivacije NF-κB poveča 




Žilno-celična adhezijska molekula VCAM-1 spodbuja prilepljanje levkocitov na endotelij 
in ima zato pomembno vlogo v patogenezi ateroskleroze (38). SAA je povečal ekspresijo 
VCAM-1 za 7 krat (Slika 7). Dobljeni rezultat se sklada z rezultatom, ki so ga dobili Lakota 
in sodelavci (30). Dokazali so, da stimulacija HCAEC s stresorjem SAA povzroči 
povečano ekspresijo in izločanje adhezivne molekule VCAM-1 ter drugih molekul, ki 
sodelujejo v aktivaciji nevtrofilcev (30). 
 
 
Slika 7: Izražanje VCAM-1 v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s SAA (1000 
nM) in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice, 
stimulirane s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
Pri vplivu na adhezijsko molekulo VCAM-1 fluvastatin ni imel pričakovanega učinka. V 
stimuliranih celicah se ob dodatku fluvastatina izražanje VCAM-1 poveča, kar je v 
nasprotju s podatki v literaturi, kjer so pokazali opazno zmanjšanje VCAM-1 po aplikaciji 
fluvastatina na s SAA stimulirane HCAEC (31). Ugotovljeno je bilo, da statini znižajo 
ekspresijo adhezijskih molekul, kot sta ICAM-1 in VCAM-1, ter na ta način inhibirajo 
adhezijo levkocitov na endotelij (24).  
V nestimuliranih celicah so fluvastatin in kombinacija učinkovin zmanjšali izražanje 


















































Slika 8: Izražanje IL-6  v nestimuliranih celicah (B), ob sitmulaciji s SAA (1000 nM) 
in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice, stimulirane 
s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
SAA je povečal ekspresijo gena za IL-6 približno za 7 krat (Slika 8). Med učinkovinama je 
opazna razlika pri vplivu na izražanje IL-6 v stimuliranih HCAEC. Fluvastatin ter 
kombinacija zdravilnih učinkovin so močno (za 70%) znižali izražanje IL-6, medtem ko 
valsartan na izražanje IL-6 ni vplival (Slika 8). Učinek fluvastatina je v skladu s podatki iz 
literature (31).  
Nasprotno pa v nestimuliranih celicah obe zdravilni učinkovini znižata izražanje IL-6. 
Fluvastatin in kombinacija učinkovin so zmanjšali izražanje IL-6 za 60%, valsartan pa za 
30% (Slika 8). Glede na rezultate imata tako fluvastatin kot valsartan protivnetne učinke. 
Obe učinkovini sta v nestimuliranih celicah znižali izražanje adhezivne molekule VCAM-1 
ter vnetnega citokina IL-6 in bi na ta način lahko prispevali k zmanjšanju možnosti za 
nastanek ateroskleroze. V obeh primerih so bili pri znižanju izražanja IL-6 in VCAM-1 
uspešnejši fluvastatin oz. kombinacija učinkovin, valsartan pa je imel na zmanjšanje 















































Slika 9: Izražanje IL-8 v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s SAA (1000 nM) 
in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - celice, stimulirane 
s SAA, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
SAA je povečal ekspresijo gena za kemokin IL-8 kar za 25 krat. Pri vplivu na izražanje 
kemokina sta se učinkovini močno razlikovali. Fluvastatin je zmanjšal izražanje IL-8 za 
60%, valsartan pa le za 20%. Tudi pri nestimuliranih celicah je bil fluvastatin bolj 
učinkovit, saj je znižal izražanje IL-8 za 80 %, valsartan pa le za 10%. Kombinacija 
učinkovin je v stimuliranih celicah znižala izražanje za 70%, v nestimuliranih pa za 85 % 
(Slika 10). Učinek fluvastatina je primerljiv z rezultati, ki so jih dobili Lakota in sodelavci 
(31). Ugotovili so, da fluvastatin opazno zmanjša produkcijo IL-8 v HCAEC stimuliranih s 
SAA (31). Statini imajo tako poleg vpliva na izločanje provnetnih citokinov, tudi vpliv na 
celično migracijo, saj zmanjšajo aktivnosti kemokinov, kot je IL-8 (24).  
 
Metaloproteinaze so encimi, ki razgrajujejo fibrozni pokrov plaka in imajo zato pomembno 
vlogo v patogenezi ateroskleroze. Povečana ekspresija MMP1 je bila pokazana v 
endotelijskih celicah ter drugih celicah prisotnih v ateromu (40).  
SAA je povečal ekspresijo MMP1 za približno 4 krat (Slika 9). Učinkovini sta zmanjšali s 
SAA spodbujeno izražanje MMP1, pri tem pa je bila najbolj učinkovita kombinacija 
učinkovin, ki je zmanjšala izražanje za polovico. Statini naj bi zmanjšali izražanje številnih 
metaloproteinaz, kar poveča stabilnost aterosklerotičnih plakov in na ta način še dodatno 
prispevajo k protivnetnim in kardioprotektivnim učinkom (41). Ikeda in sodelavci so 
ugotovili, da fluvastatin zmanjša ekspresijo MMP1 preko inhibicije Rho v humanih žilnih 












































Slika 10: Izražanje MMP1 in MMP2 v nestimuliranih celicah (B), ob stimulaciji s 
SAA (1000 nM) in ob dodatku zdravilnih učinkovin. B - nestimulirane celice, SAA - 
serumski amiloid A, F - fluvastatin, V - valsartan, F iz tbl - fluvastatin iz tablete. 
 
SAA na izražanje MMP2 ni vplival. V nestimuliranih celicah je fluvastatin izražanje 
MMP2 povečal za 50 %, kombinacija učinkovin za 40 %,valsartan pa za 20 % (Slika 9).  
 
Tkivni inhibitorji metaloproteinaz (TIMP) so družina naravno prisotnih specifičnih 
inhibitorjev MMP katerih aktivnost v aterosklerotičnih plakih korelira z zmanjšano 
aktivnostjo MMP (40). V poskusu nismo dobili posebnih odstopanj v izražanju genov za 
TIMP1 in TIMP2. Glede na podatke iz literature, naj bi statini povečali njihovo izražanje v 
endotelijskih celicah (43).  
 
Hipotezo, da v človeških endotelijskih celicah koronark obstaja celični RAS, nismo 
dokazali. V endotelijskih celicah koronark celični RAS ne obstaja, saj ni sinteze 
mediatorjev RAS. Obstaja pa sinteza AGTR1, kar bi lahko bilo pomembno, če se sistemski 
Ang II po receptorski endocitozi ne razgradi popolnoma oz. se uspe del Ang II iz vezikla 
sprostiti v intracelularni prostor, kjer lahko deluje na znotrajcelične AGTR1.  
 
Drugo hipotezo, da SAA in zdravilni učinkovini spremenijo izražanje genov celičnega 
RAS, prav tako nismo dokazali oz. smo jo le delno. SAA je povečal izražanje AGTR1, kar 
lahko pomeni povečan učinek sistemskega Ang II, kot razloženo v prejšnjem odstavku. Pri 
NOX4 so imeli SAA in zdravilni učinkovini le majhen vpliv na izražanje. Fluvastatin je 




















































































































































































fluvastatina na izražanje NOS3, VCAM-1, IL-6 in IL-8 so enaki učinkom fluvastatina iz 
tablete, ki smo ga uporabili kot kontrolo. Ker so rezultati za fluvastatin in kombinacijo 
učinkovin podobni in je imel valsartan na izražanje genov majhen vpliv, sklepamo, da so 
učinki na izražanje izbranih genov posledica delovanja fluvastatina. Glede na dobljene 
rezultate kombinacija fluvastatina in valsartana ne izkazuje sinergističnega delovanja. Vsi 
ti zaščitni učinki fluvastatina, pa tudi valsartana so verjetno posredovani preko drugih, t.i. 







S poskusom smo preverili obstoj celičnega RAS v človeških endotelijskih celicah koronark 
ter določili vpliv SAA in zdravilnih učinkovin na izražanje komponent tega sistema.  
Ugotovili smo, da:  
 se v HCAEC ne izraža prekurzor AGT ter encimi, ki sodelujejo pri njegovi 
pretvorbi v aktivne mediatorje RAS. Izjema je encim ACE, za katerega smo 
pokazali, da se v celicah izraža.  
 SAA ne vpliva na izražanje komponent RAS, razen ACE, katerega izražanje celo 
zniža. 
 se v HCAEC izraža AGTR1, kar bi lahko bilo pomembno, če sistemski Ang II po 
receptorski endocitozi uide celični razgradnji in sproščen intracelularno deluje na 
znotrajcelični AGTR1.  
 SAA deluje proaterogeno, saj poveča izražanje gena za adhezivno molekulo 
VCAM-1, provnetni citokin IL-6, kemokin IL-8 in encim MMP1.  
 imajo SAA in zdravilni učinkovini majhen vpliv na izražanje NOX. 
 fluvastatin deluje zaščitno na endotelijske celice, saj poveča izražanje NOS3 ter 
zmanjša izražanje VCAM-1, IL-6 in IL-8.  
 so učinki fluvastatina ter kombinacije fluvastatina in valsartana na izražanje NOS3, 
VCAM-1, IL-6 in IL-8 podobni. 
 ima valsartan manjši vpliv na izražanje izbranih genov kot fluvastatin. 
 so učinki kombinacije fluvastatina in valsartana na izražanje izbranih genov 
posledica delovanja fluvastatina. 
 
Ker v celicah nismo zaznali izražanja komponent RAS, so dobljeni učinki SAA in 
zdravilnih učinkovin najverjetneje posledica aktivacije drugih signalnih poti in ne 
aktivacije RAS. Celični model s stresorjem SAA se ni izkazal kot ustrezen, saj SAA ni 
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